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@ Proced6 de preparation de systemes colloidaux dispersibles d'une proteine, sous forme de nanoparticules. 

(g) Le procede est caracterise selon ('invention en ce que : (1) 
on prepare une phase liquide constitute essentiellement par 
une solution de la proteine et eventuellement d'une substance 
biologiquement active dans I'eau ou dans un melange aqueux 
a une temperature inferieure a la temperature de coagulation de 
la proteine, et pouvant etre additionne d'un ou de plusieurs 
surfactifs, (2) on prepare une seconde phase liquide constitute . 
essentiellement par de I'eau ou d'un melange aqueux a une 
temperature superieure a la temperature de coagulation de la 
proteine, pouvant contenir une substance biologiquement 
active et pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs 
surfactifs, (3) on ajoute sous agitation moderee, Tune des 
phases tiquides obtenues sous (1) ou (2) a I'autre dans des 
conditions de pH eloigne du point isoelectrique de la proteine, 
de maniere a obtenir pratiquement instantanement une suspen- 
sion colloidale de nanoparticules de la proteine et eventuelle- 
ment de la substance biologiquement active, et (4) si Ton 
desire, on elimine tout ou partie de I'eau ou du melange aqueux, 
de maniere a obtenir une suspension colloidale de concentra- 
tion voutue en nanoparticules ou a obtenir une poudre de 
nanoparticules. 

Applications : biochimie, pharmacie, medecine, cosm6tique. 
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Description 

Procede de preparation de systemes colloYdaux dispersibles d'une prot ine, sous forme d nanoparticules 



La presente invention a pour objet un nouveau 
procede de preparation de systemes colloYdaux 
dispersibles d'une proteine sous forme de particules 5 
spheriques de type matriciel et de taille inferieure a 
500 nm (nanoparticules). 

EP-A-0 275 796 a pour objet un procede de 
preparation de systemes colloYdaux dispersibles 
d'une substance, sous forme de particules spheri- w 
ques de type matriciel et de taille inferieure a 500 nm. 
(nanoparticules), caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute 
essentiellement par une solution de la subs- 
tance dans un solvant ou dans un melange de 15 
solvants, et pouvant etre additionnee d'un ou 

de plusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase liquide 
constitute essentiellement par un non-solvant 

ou un melange de non-solvants de la substance 20 
et pouvant etre additionnee d'un ou de plu- 
sieurs surfactifs, le non-solvant ou le melange 
de non-solvants de la substance etant miscible 
en toutes proportions au solvant ou melange de 
solvants de la substance, 25 

(3) on ajoute sous agitation moderee, Tune 
des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a 
I'autre, de maniere a obtenir pratiquement 
instantanement une suspension colloTdale de 
nanoparticules de la substance, et 30 

(4) si Con desire, on eiimine tout ou partie du 
solvant ou du melange de solvants de la 
substance et du non-solvant ou du melange de 
non-solvants de la substance, de maniere a 
obtenir une suspension collo'idale de concen- 35 
tration voulue en nanoparticules ou a obtenir 

une poudre de nanoparticules. 

La presente invention concerne une variante du 
procede ci-dessus dans lequel, ladite substance est 
une proteine et eventuellement une substance 40 
biologiquement active, ledit solvant est I'eau ou un 
melange aqueux a une temperature inferieure a la 
temperature de coagulation de la proteine, ledit 
non-solvant de la substance est I'eau a une 
temperature superieure a la temperature de coagu- 45 
lation de la proteine et peut eventuellement contenir 
une substance biologiquement active, et lesdites 
deux phases liquides (1) et (2) sont rassemblees 
dans des conditions de pH eioigne du point 
isoelectrique de la proteine. 50 

Ainsi, le present procede est caracterise en ce 
que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute 
essentiellement par une solution de la proteine 

et eventuellement d'une substance biologique- 55 
ment active dans I'eau ou dans un melange 
aqueux a une temperature inferieure a la 
temperature de coagulation de la proteine, et 
pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs 
surfactifs, 60 

(2) on prepare une seconde phase liquide 
constitute essentiellement par de I'eau ou d'un 
melange aqueux a une temptrature superieure 



a la temperature de coagulation de la proteine, 
pouvant contenir une substance biologique- 
ment active et pouvant etre additionnte d'un ou 
de plusieurs surfactifs, 

(3) on ajoute sous agitation moderee, Tune 
des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a 
I'autre dans des conditions de pH eloigne du 
point isoelectrique de la prottine, de maniere a 
obtenir pratiquement instantanement une sus- 
pension collo'idale de nanoparticules de la 
proteine et eventuellement de la substance 
biologiquement active, et 

(4) si Ton desire, on eiimine tout ou partie de 
I'eau ou du melange aqueux, de maniere a 
obtenir une suspen sion colloidale de concen- 
tration voulue en nanoparticules ou a obtenir 
une poudre de nanoparticules. 

La proteine est notamment une proteine naturelle 
telle qu'une serumalbumine (par exemple la seru- 
malbumine humaine ou bovine) ou une elastine 
(bovine, etc). La substance biologiquement active 
peut etre un principe actif medicamenteux ou un 
precurseur medicamenteux, un rtactif biologique ou 
un principe cosmetique. L'invention permet d'obte- 
nir des nanoparticules de proteine seule (utiltsables 
telles quelles) ou avec la substance biologiquement 
active, il est tgalement possible et meme souhaita- 
ble en cas d'instabilitt thermique, de fixer la 
substance biologiquement active sur les nanoparti- 
cules de proteine deja formtes. 

Le solvant de la phase (1) qui est I'eau ou un 
mtlange aqueux (par exemple de I'eau actdifiee ou 
basifite) se trouve notamment a une temperature 
allant de 0° a 50° C, par exemple environ a la 
temperature ambtante. 

Le non-solvant de la prottine dans la phase (2), 
qui est de I'eau ou un melange aqueux (par exemple 
de I'eau acidifiee ou basifite) se trouve notamment 
a une temptrature allant de 80° a 100°C (sous 
pression atmospherique), par exemple environ a la 
temptrature d'tbullition. 

Le pH du melange des phases (1) et (2) doit etre 
eloigne du point isotlectrique de la proteine afin 
d'eviter sa floculation. Cette difference de pH 
souhaitable est de I'ordre de 2 a 3. Les proteines 
naturelles ayant souvent un pH de I'ordre de 5 a 6, il 
est souhaitable que la solution finale ait un pH 
d'environ 3 ou d'environ 9. A cet effet, I'acide ou la 
base peut etre ajoutt(e) indifferemment a la phase 
(D ou (2). 

On entend par "agitation moderee" une legere 
agitation de 10 a 500 rpm, p. ex. environ 100 rpm, 
notamment par agitateur magnetique. 

La concentration de prottine dans la phase (1) 
peut varier de 0,1 a 10%, preferentiellement de 0,5 a 
40/0. 

Le rapport des volumes phase (1)/phase (2) peut 
varier de 0,1 at, preferentiellement de 0,2 a 0,6. 

Finalement, la solution colloidale de nanoparti- 
cules peut etre a volonte concentree, sterilisee, 
tamponnee (par exemple au pH physiologique), 
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tyophilisee ou reticulee. 

L'invention permet d'obtenir des nanoparticules 
de proteine notamment de 150 a 300 nm. 

Les exemples suivants illustrent l'invention : 

Exemple 1 : Preparation de nanoparticules de 
serumalbumine humaine (SAH). 

Phase 1 
SAH 1,0 g 

Acide chlorhydrique N 0,3 g 

Eau demineralisee ou distillee a la temperature 
ambiante 100,0 g 

Phase 2 

Eau demineralisee ou distillee portee a Tebullition 
180,0 g 

La phase 1 est ajoutee sous agitation magnetique 
a la phase 2. Le milieu devient immediatement 
opalescent par formation de nanoparticules de SAH. 
La taille moyenne des nanoparticules, mesuree dans 
un diffracto metre a rayon laser (Nanosizer R de chez 
Coultronics) est de 190 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 0,5. 

La suspension peut etre concentree sous pres- 
sion reduite au volume desire, par exemple 100 cm 3 . 

Exemple 2 : Preparation de nanoparticules de 
serumalbumine humaine steriles. 

On procede comme dans Texemple 1, puis la 
suspension est sterilisee a Tautoclave a 134°C 
pendant 15 minutes. La taille moyenne des parti- 
cules demeure pratiquement inchang^e apres steri- 
lisation. 

Exemple 3 : Preparation de nanoparticules de 
serumalbumine humaine lyophilisees. 

On procede comme dans Texemple 2, puis la 
suspension sterile est tyophilisee. 

L'addition d'un cryoprotecteur (maltose, treha- 
lose... etc) n'est pas indispensable, mais favorise la 
remise en suspension du lyophilisat. La taille 
moyenne des particules demeure inchangee apres 
lyophilisation. 

Exemple 4 : Preparation de nanoparticules de 
serumalbumine humaine reticulees. 

On procede comme dans Texemple 1, mais en 
ajoutant 0,06 g d'une solution aqueuse de glutaral- 
dehyde a 25% (p/v) a la phase 1 . La taille moyenne 
des particules demeure inchangee apres reticula- 
tion. 

Exemple 5 : Preparation de nanoparticules de 
serumalbumine bovine (SAB). 

On procede comme dans Texemple 1, en rem- 
placant la SAH par de la SAB et en remplacant 
Cacide chlorhydrique normal par la meme quantite 
de soude 0,01 N. La taille moyenne des nanoparti- 
cules est de 150 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 0,5. 

Les nanoparticules de SAB peuvent etre reticu- 
lees, sterilisees a Tautoclave et lyophilisees comme 
celles de SAH. 



Exemple 6 : Preparation de nanoparticules 
d'elastine. 

On procede comme dans Texemple 1 mais en 
remplacant la SAH par de Telastine. La. taille 
5 moyenne des nanoparticules est de 280 nm avec un 
indice moyen de dispersion de 1. 

Les nanoparticules d'elastine peuvent etre reticu- 
lees, sterilisees a Tautoclave et lyophilisees comme 
celles de SAH. 

10 

Exemple 7 ; Adsorption d'un principe actif sur des 
nanoparticules proteiques. 

Aux nanoparticules preparees selon Texemple 1 
(SAH) ou selon Texemple 5 (SAB) on ajoute des 

15 quantites croissantes (de 0,25g a 2,50g) de salicy- 
late de sodium. Le taux de fixation du salicylate de 
sodium sur les nanoparticules, mesure apres ultra- 
centrifugation, est de 60% de la quantite mise en 
oeuvre, quelle que soit la quantite de principe actif 

20 ajoute. 

Exemple 8 : Preparation de nanoparticules en 
presence d'un principe actif. 

On procede selon Texemple 1 (1g de SAH) ou 
25 selon Texemple 5 (1g de SAB), mais en presence de 

0. 50g de salicylate de sodium dissous dans la phase 

1. La taille moyenne des nanoparticules est de 200 
nm avec un indice moyen de dispersion de 0,5. Le 
taux de fixation du salicylate de sodium sur ies 

30 nanoparticules, mesure apres ultracentrifugation, 
est de 60% de la quantite mise en oeuvre. 

Exemple 9 : Variante de Texemple 8. 

On procede selon Texemple 8, mais le salicylate 
35 de sodium est dissous dans la phase 2. Les 
nanoparticules obtenues ont les memes caracteris- 
tiques que celles de Texemple 8. 

Exemple 10 : Preparation de nanoparticules 
40 proteiques de doxorubicine. 

Aux nanoparticules preparees selon Texemple 1 
(SAH) ou selon Texemple 5 (SAB) on ajoute 50 mg 
de chlorhydrate de doxorubicine. Le taux de fixation 
45 de la doxorubicine sur les nanoparticules, mesure 
apres ultracentrifugation, est de 90% de la quantite 
mise en oeuvre. 



50 Revendications 

1. Procede de preparation de systemes 
collotdaux dispersibles d'une proteine sous 
forme de particules spheriques de type matri- 
55 ciel et de taille inferieure a 500 nm (nanoparti- 

cules), caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide consti- 
tute essentiellement par une solution de la 
proteine et eventuellement d'une subs- 
60 tance biologiquement active dans Teau ou 

dans un melange aqueux a une tempera- 
ture inferieure a la temperature de coagula- 
tion de la proteine, et pouvant etre addi- 
tionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, 
65 (2) on prepare une seconde phase 
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liquide constitute essentiellement par de 
I'eau ou d'un melange aqueux a une 
temperature superieure a la temperature 
de coagulation de la proteine, pouvant 
contenir une substance biologiquement 5 
active et pouvant etre additionnee d'un ou 
de plusieurs surfactifs, 

(3) on ajoute sous agitation moderee. 
Tune des phases iiqurdes obtenues sous 

(1) ou (2) a l'autre dans des conditions de 10 
pH eloigne du point isoelectrique de la 
proteine, de maniere a obtenir pratique- 
ment instantanement une suspension col- 
loidale de nanoparticules de la proteine et 
eventuellement de la substance biologi- 15 
quement active, et 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou 
partie de t'eau ou de melange aqueux, de 
maniere a obtenir une suspension colloT- 

dale de concentration voulue en nanoparti- 20 
cules ou a obtenir une poudre de nanopar- 
ticules. 

2. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que ia proteine est une serumalbu- 
mine. 25 

3. Procede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que la proteine est une elastine. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 
a 3, caracterise en ce que la substance 
biologiquement active est un principe actif 30 
medicamenteux ou un precurseur medicamen- 
teux, un reactif biologique ou un principe 
cosmetique. 

5. Procede seton Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la 35 



substance biologiquement active est fixee sur 
les nanoparticules de proteine seule deja 
formees dans I'etape (3). 

6. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'eau 
ou le melange aqueux de la phase preparee en 

(1 ) est a une temperature de 0° a 50° C. 

7. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que I'eau 
ou le melange aqueux de la phase preparee en 

(2) est a une temperature de 80° a 100°C. 

8. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que le 
pH du melange des phases preparees en (1) et 
(2) est eloigne de 2 a 3 du point isoelectrique de 
la proteine. 

9. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que la 
concentration de proteine dans la phase prepa- 
ree en (1) est de 0,1 a 10%, preferentiellement 
de 0,5 a 40/0. 

10. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que le 
rapport des volumes phase preparee en 
(1)/phase preparee en (2) est de 0,1 a 1, 
preferentiellement de 0,1 a 0,6. 

11. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
dans I'etape (4) la totalite de I'eau est elirninee 
par lyophilisation. 

12. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce que les 
nanoparticules ont une taille d'environ 150 a 300 
nm. 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



J 



ft 




Office europeen RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE NuBero " 
des brevets 

EP 89 40 1856 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation du document avec indication, en cas de hesoin, 
des parties pertinentes 



PHARM. ACTA HELV. , vol. 58, no. 7, 
1983, pages 196-209, Zurich, CH; J. 
KREUTER: "Evaluation of nanoparticles 
as drug-delivery systems I: Preparation 
methods" 

* Page 206, paragraphe 3.5.2 * 

DE-A-1 542 261 (KREUFFEL & ESSER CO.) 

* Page 2, paragraphe 3; page 6, 
paragraphe 2; page 7, paragraphe 1 * 

US-A-3 137 631 (S. S0L0WAY) 

* Colonne 2, lignes 35-46 * 



Re\cndication 
conccrnee 



1,2,4, 
12 



1,9,10 



Le present rapport a etc etabli pour toutcs les revendications 



I.ieu de la recherche 



LA HAYE 



CLASSK.ME.S1 !>K LA 
I) EM AS OK (Int. C1.5) 



A 61 K 9/51 



DOMAISES TECHSIQl ES 
RECHKRCHES ilni. CI.5 I 



A 61 K 
B 01 J 



Date d'acbevemcnl de la recherche 

28-08-1989 



Examinateur 

KERRES P.M.G. 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 



X : particulierement pertinent a lui seul 

Y : particulierement pertinent en combinaison avec un 

autre document de la memo categorie 
A : arricre-plan technoiogique 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalaire 



theoric ou principe a la base de 1'invention 
document de brevet anterieur, mais publie a la 
date de depot ou apres cette date 
cite dans la demande 
cite pour d'autres raisons 



& : membre de la memc famille, document correspondant 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



